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論文内容の要旨
【目的・背景】
リンは生命にとって欠かすことのできない元素でカル
シウムやマグネシウム，ナトリウムなどとともに必須元
素の一つとされている。生体内でリンは遺伝情報の保
存・伝播を担う核酸や，生体内で利用されるエネルギー
の保存および運搬を担う ATP，また生物の基本単位で
ある細胞を形作る細胞膜の主要な構成成分であるリン脂
質などの構成要素として全ての組織，細胞に存在してい
る。このように生理機構で最も本質的な役割を果たして
いる元素の一つであることから，リンが生命に必須な元
素であると考えられているものの，その生理機構や役割
については明らかにされていない。そこで本研究では，
マウスを用い低リン飼料を与えることでリン栄養飢餓状
態を誘導し，この実験環境下におけるマウスを解析する
ことによりリンの生理的役割やその機能について検討を
試みた。また，普遍的に存在するリンの欠乏は栄養飢餓
状態であり，一つの元素の飢餓ストレスに対し生体がど
のように対応するかについて検討を行った。
【実 験】
＜リン酸飢餓状態でのマウスの発生・成長に関する研究＞
方法）離乳後から低リン飼料（通常飼料の 2割以下のリ
ン含有量）により飼育し，体重および産仔数などについ
て検討を行った。
結果）低リン飼料群（Low phosphorus diet : LPD）と
通常飼料群（Normal phosphorus diet : NPD）では離
乳後の体重増加に違いは認められなかった。また，自然
交配により産仔を得ることができ，その産仔数にも有意
な差は認められなかった。しかしながら，LPD の仔
（LPD-2）では，乳仔期の体重増加が NPDの仔（NPD-
2）に比べ遅く，成長に従い NPD-2群と LPD-2群間の
体重差は大きくなった。
考察）離乳後の個体成長に低リン飼料を与えたことによ
る大きな影響は認められなかったものの，仔どもの成長
に影響が認められた。乳仔期の唯一の栄養源は母体から
分泌される母乳であることや，成長に伴い通常飼料を摂
取している NPDの仔である NPD-2との体重の差が大
きくなることから LPD-2群の体重増加の遅滞が母乳に
原因があると考えられた。
＜母乳成分の比較とリン摂取制限による母乳への影響に
ついての検討＞
乳仔期において仔の体重増加の遅滞が認められたた
め，母乳に原因があると考え，母乳の成分について比
較，検討を行った。
方法）母乳の成分を比較するにあたりまず，SDS-ポリ
アクリルアミドゲル電気泳動法（SDS-PAGE）を用い
て母乳中タンパク質成分を分離し，組成について比較を
行った。次に，母乳におけるリン摂取制限の影響を検討
するために誘導結合プラズマ質量分析法（ICP-MS）を
用いて母乳中のリン成分について定量し，比較した。さ
らに，透過型電子顕微鏡（TEM）解析により母乳中成
分の超微形態学解析を行った。
結果）まず SDS-PAGEの結果から，LPDの母乳（Low
phosphorus milk : LPM）では NPD の母乳（Normal
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phosphorus milk : NPM）より b-カゼインタンパク質
が少ないことが示唆された。次に，ICP-MSの解析の結
果から LPDの母乳中のリン濃度が NPDのそれよりも
低いことが示された。そして，TEM 解析の結果から
LPMの脂肪滴の膜の脆弱性や，カゼインタンパク質と
思われる粒子が NPMに比べわずかに少なく，また，カ
ゼイン粒子が LPMでは大きくなりにくい傾向があるこ
とが示唆された。
考察）母乳中に含まれるカゼインの大きな役割の一つと
してリンの運搬があげられる。リンはカゼインの微粒子
と結合し，カゼイン微粒子を凝集させカゼインタンパク
質を形成している。リンの摂取制限により LPD体内の
リンが減少したことにより，カゼインタンパク質の形成
に関して，大きさ，数ともに制限されたのではないかと
推測された。
＜関節および骨形成に対する影響＞
脊椎動物において，生体内のほとんどのリンは骨組織
内に存在することが知られている。そこで，低リン環境
下での骨に対する影響について解析を行った。
方法）まず，NPD および LPD の膝関節のパラフィン
切片と超薄切片を作製し，光学顕微鏡，偏光顕微鏡，透
過型電子顕微鏡を用いて形態学的解析により解析を行っ
た。また，軟骨組織に変成がみられたことから，定量
PCR（polymerase chain reaction）と，免疫蛍光染色
法を用いて膝関節内の 1型および 2型コラーゲンの発現
解析を行った。さらに生体内のリン制御因子として知ら
れる繊維芽細胞増殖因子（Fibroblast growth factor :
FGF）23が骨形成等への関与が示唆されることから，
血中の FGF23タンパク質についてウェスタンブロット
法を用いて解析を行った。
結果）膝関節の HE 染色の結果，膝関節軟骨における
異染色性が認められ，偏光顕微鏡による複屈折特性の解
析の結果，LPDの軟骨組織の変成が示唆された。さら
に膝関節におけるコラーゲン発現解析の結果，LPDで
は 1型および 2型コラーゲンの発現異常が認められた。
考察）以上の結果から，LPDの膝関節において遺伝子
発現異常を伴う，骨化の亢進が考えられた。リンとカル
シウムの化合物であるリン酸カルシウムが骨の主要な成
分であることから，本実験での低リン環境において，骨
基質の脆弱化や骨の伸長不良を含めた形成不全が予想さ
れたが，得られた結果では骨基質ではなく，軟骨成分が
骨化するという予想とは異なる結果が得られた。
FGF23はリン制御因子であると同時に，骨細胞の石灰
化への関与も示唆されていることから，低リン環境下に
おいて FGF23の発現が低下し，石灰化が亢進した可能
性も考えられたが，LPDの血中にも FGF23は検出され
た。ただし，今回 FGF23の検出にはウェスタンブロッ
トを用いており，ELISA法などによる定量的解析によ
り明らかにする必要がある。
＜生体機能の維持における無機リン酸重合体の生理的役
割＞
リンは全ての生物に必要な栄養素である。植物では種
子の中に大量にフィチン酸としてリンを大量に蓄積して
いることが知られており，大腸菌や酵母においてもスト
レス環境下でリンを重合させポリリン酸として蓄積して
いることが知られている。このポリリン酸は哺乳類の組
織内にも存在していることは知られているが，その機能
などについては明らかにされていない。そこで，遺伝子
改変マウスを用いてポリリン酸の哺乳類生体内における
機能と生理的役割について解析を行った。
方法）酵母由来のポリリン酸分解酵素遺伝子をマウスゲ
ノムに導入することで，体内でポリリン酸分解酵素を発
現させる遺伝子改変（Tg）マウスを作製した。この Tg
マウスについてエネルギー代謝を解析することで，ポリ
リン酸のエネルギー産生に対する役割について検討し
た。解析にあたっては，まずルシフェラーゼ法により組
織中の ATP量を測定し，さらに DAB染色によるミト
コンドリアの活性評価，および血中乳酸値の比較により
中心的なエネルギー産生経路である TCA回路の活性に
ついて解析を行った。
結果）組織中の ATP量について野生型（Wt）と Tgマ
ウスを比較した結果，Tg マウスで有意に ATP 量が減
少していることが明らかになった。次に DAB染色によ
りミトコンドリア活性について比較を行った結果，Tg
マウスではミトコンドリアの活性が低下していることが
示唆された。これらの結果から Tgマウスではミトコン
ドリアの活性が低下したことによって ATP産生量が減
少したものと考えられた。さらに解糖系回路の終末代謝
産物である乳酸の血中濃度を比較した結果，Tgマウス
で有意に増加していることが示された。
考察）以上のことから，Tgマウスではミトコンドリア
の活性が低下したことにより，ATP産生能が低下し，
組織中の ATP量が減少したと同時に，解糖系により産
生されたピルビン酸が TCA回路で代謝されなかったこ
とにより血中の乳酸値が上昇したと推測された。しか
し，ポリリン酸の分解によってミトコンドリア活性が低
下する原因は明らかでない。酸化的リン酸化反応にポリ
リン酸が関与していることは考えられる一方で，Tgマ
ウスでは重合体が分解されてはいるものの，リン酸量は
減少していないと考えられることから，リン酸供給量が
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減少したことによる影響とは考えにくい。微生物を用い
た研究から，ポリリン酸には多様な機能が示唆されてお
り，その中には，キレート作用や発現制御，タンパク質
の機能制御なども含まれ，哺乳類のエネルギー代謝に関
してもポリリン酸が制御因子として関与している可能性
が高いと思われる。
＜ストレス環境下での生殖機能とエネルギー代謝の解析＞
普遍的に存在するはずの栄養素であるはずのリンの減
少は栄養飢餓状態とも考えられる。飢餓状態において生
物はエネルギー消費を抑制するために，種としては有性
生殖への投資の縮小，また個体では休眠などの生存戦略
が広くみられる。
方法）生殖機能を評価するために NPD-2間の自然交配
による産仔数と LPD-2間の自然交配によって得られた
産仔数を比較した。さらに新生仔の性比について PCR
を用いて Sry遺伝子を検出することにより解析した。
結果）自然交配により両群から産仔を得ることができ
た。しかし，LPD-2の産仔数の減少が示された。次に，
新生仔の性比を比較したところ，雄では NPD-2，LPD-
2間に有意な差は認められないものの，雌については
LPD-2で有意に減少していることが明らかになった。
このことから，LPD-2の産仔数の減少が新生仔の雌特
異的な減少に起因することが明らかになった。そこで，
胎齢 12.5日と 14.5日の時点で胎仔の性比を調べた結
果，12.5日では LPD-2 の胎仔にも性比の偏りはないも
のの，14.5日の時点では新生仔同様の性比の偏りが認
められた。
考察）該当時期はマウス胎仔にとって器官形成という発
生段階から個体成長の段階への移行期である。この移行
に伴い，胎齢 13日前後に軟骨形成がはじまり，徐々に
骨形成が始まる。この際，骨の主要な成分であるリン酸
カルシウムの需要度は高まることが推測される。さらに
リンはこの時期，代謝制御に関わるミクロ栄養としても
重要な役割を果たしているものと考えられる。骨の主要
成分の減少の結果として，骨形成不全や骨の縮小も考え
られた。しかしこのような結果がみられなかったことか
ら，リン低下を原因とした代謝異常が胎仔の死因ではな
いかと考えられる。
【結 論】
本研究の結果，ミネラルでありミクロ栄養に分類され
るリンは個体成長に利用されるエネルギーではないもの
の，エネルギー産生機構には大きな役割を果たしている
ことが示唆された。特に，リン需要期とも言える時期が
胎仔期から乳仔期に存在し，この時期，充分なリンが供
給されない状況では乳仔では成長の遅滞がみられる。こ
れはリンの減少が直接的な原因ではなく，それに伴うタ
ンパク質（カゼイン）の乳仔への供給量が減少するため
と考えられる。さらにこの時期に低リン環境に暴露され
た場合，成長後の軟骨の変成や産仔数の低下が引き起こ
されるという結果が得られた。
審査報告概要
平成 26年 2月 10日（月）11時 00分から 11号館 2
階バイオサイエンス専攻講義室にて，本専攻における学
位請求のための公開発表会を開催した。学位請求者中村
彰宏氏は，50分間の口頭発表を行い，その後 20分間の
質疑応答を受けた。発表終了後，12時 20分よりバイオ
サイエンス学科会議室において，主査，副査と専攻委員
による審査会議を開催し，提出論文の内容と本人発表な
らびに質疑応答について慎重に審査した。その結果，学
位請求者の経歴や学術業績が学位記申請の要項を満たし
ており，質疑に対する応答が適切だと判断した。さら
に，公表論文に関与した共同研究者との間で学位取得に
関して問題がないことを確認した。
よって，審査員一同は博士（バイオサイエンス）の学
位を授与する価値があると判断した。
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